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Die ErflnduBg betrlfft In Verfahr n zur H rstetlung Iner blutgeiinnungsfbrdernden Praparatlon aus 
menschUchem Blutplasma, w Iche elne neue blutgerlnnungswirksam Substanz, genannt "FEEBA", iith&lt« 

Dlese Substanz beeinflufit In neuartiger Weis die Blutgerlnnung und bewlrkt elne Umgehiing d r Faktor 
Vm-Wrfcung, was bedeutet, dafi dl Blutgerlnntug hne Faktor Vin-Zufuhr normalisiert wlrd. Di Pr^ara- 
5 tion ist Ins be so nd re zur Behandlung von Hamophili A-Patlenten mlt Inhibitor geelgnet. EM AbkUrzung 
"FEIBA" steht fUr "Factor Ei^t Inhibitor-Bypassing Activity". 

Die ITdjnophllie A ist elne seit langem bekannte Krankhelt (Bluterkrankheit) , bei der der Blutgerlnnungs- 
ablauf durch das Fehlen der Aktlvltat elnes Blutgerinnungsfaktors gestort ist. Dieser Faktor wlrd als anti- 
h^ophller Faktor (AHF) oder Faktor vm bezelchnet. Elne Heilung dieser angeborenen, durch defekte Gene 

10 bedingten Krankhelt als solche 1st nicht mogllch. Die Behandlung kann - Im Falle einer Blutung - nur durch 
Intravendse Zufuhr entsprechender Mengen an Faktor VIII« welcher avis dem Blut gesunder Spender stammte, 
erfolgen. Wahrend man friiher auf Vollblut bzw. Vollplasma angewlesen war, von denen groBe Mengen appli- 
zlert werden muSten, gibt es heute Praparate, die den Faktor Vm in konzentrierter und auch stabller, ge- 
frl rgetrodmeter Form enthalten. Die Behandlung mlt diesen Praparaten fiihrt in den melsten Fallen zu 

15 iner raschen Blutstlllung. 

Es gibt jedoch auch Patienten, bei denen nicht nur eln Fehlen der FeJctor VTH-Aktivitat vorllegt, sondem 
dl auch elnen gegen Faktor VIU gerlchteten Hemms toff (Inhibitor) besltzen, der - je nach vorhandener Men- 
ge - die Wlrkung von zugefUhrtem Faktor vm durch Neutralisation (Inhibition) zunlchte macht. Bei diesen 
Faktor vm- Inhibitor- Patienten gab es blsher wenlg Ausslcht auf elne erfolgreiche Behandlung. Die elnzige 

20 MOgllchkelt bestand in der Entfernung des Inhibitors vor der Behandlung mlt. Faktor VIII-Konzentraten, was 
nur durch Plasmaaustausch des Patlentei^lasmas gegen Plasma elnes gesunden Spenders oder gegen Plas- 
maersatzmittel mogllch 1st; dies erfordert einen groBen technlschen und medizlnischen Aufwand. Der Plas- 
maaustausch muS vor neuerlicher Behandlung wiederholt werden, da der Inhibitor - spezlell nach Zufuhr von 
n uem Faktor vni als Antigen durch "Boostereffekt" - slch wieder nachbildet. Elne Behandlung der Inhibltor- 

25 patienten mlt sogenannten "Immunsuppressiva" zur Unterdriickung der in vivo-Synthese des Inhibitors ist 
blsher melstens erfolglos verlaufen. 

Seit kurzem zeichnet slch elne neue Mogllchkeit zur Behandlung von Faktor Vni-Inhlbitor- Patienten ab, 
Kurczynskl imd Penner, New Engl. J. Med., Bd. 291, Selten 164 bis 167, 1974. berichteten als ersteuber 
eln erfolgreiche Behandlung von Faktor Vin-Inhlbltor- Patienten m it sogenannten "aktivierten" Prothrom- 

30 blnkomplex-Konzentraten. Auch in Publikatlonen von Sultan, Brouet und Debre, New Engl, J. Med. ,Bd.291, 
Selte 1087, 1974, und Ablldgaard, Brttton imd Roberts, Blood, Bd. 44, Seite 933, 1974, wlrd Uber klinlsch 
erfolgrreiche Anwendungen von aktivierten Prothrombinkompl ex- Praparaten bei blutenden Faktor vm-Inhibi- 
tor-Patienten berlchtet. 

Die sogenannte Akti vie rung dieser Prothrombinkompl ex-Konzentrate ist wahrschelnllch auf unbekannte 
35 V runrelnigungen zurUckzufUhren. Die Praparate konnten bezUglich Ihres wirksamen Prinzips nicht getestet 
tmd nicht standardlslert werden. Die Ergebnlsse slnd daher unsicher und kaum wiederholbar. 

Die Erfindimg bezweckt die Oberwlndung der geschllderten Nachtelle xmd Schwierigkeiten und stellt slch 
die Aufgabe, elne Piaparation zu schaffen, die in wiederholbarer und gezielter Welse elne Generic rung der 
gewUnschten Faktor vm-Inhibltor-Bypass-Aktivitat gewahrlelstet. Die Faktor VIII-Inhibltor-Bypass-Aktivi- 
40 tat soil mlt Hllfe elnes geelgneten Testsystems meBbar und standard is ierbar seln. Die Praparatlon soil kli- 
nlsch wlrksam imd vertragllch seln, d.h, bei blutenden Faktor VHI- Inhibitor -Patienten zu einer Blutstlllimg 
fUhren und keine unerwiinschten Nebenwirkungen zeigen. 

Dlese Aufgabe wlrd erfindungsgemafi dadurch gelost, dafl menschliches Zitrat-Ionen enthaltendes Plas- 
ma in Abwesenheit von frelen Calclumlonen mit wasserunloslichen anorganischen gerlnnungsphysiologlsch- 
45 oberflachenaktlven Stoffen, wle Kleselgel oder Kaolin, behandelt wlrd, wobel die neue Substanz generiert 
wlrd, anschlleBend die wasserunl.oslichen Stoffe abgeschieden werden und dann der Uberstand in an slch be- 
kannter Welse mlt basischen lonenaustauschern, wle Diathylaminoathyl-Gruppen haltlgen hochmolekidaren 
Stoffen, behandelt wlrd. wobel die Substanz FEEBA zusammen mit den Faktoren ri-VTI-lX-X daran adsorbiert 
wlrd, worauf dlese eluiert und konzentrlert werden. Die neue Substanz mlt der FEDB-Aktlvltat ist elnPro- 
50 teln mlt elnem hblieren Molekulargewlcht als jenes der nicht aktivierten Faktoren n, vn, DC, X (Prothrom- 
blnkomplex). Wahrend letztere Faktoren eln Molekulargewlcht von etwa 70000 aufwelsen, hat die neue Sub- 
stanz eln Molekulargewlcht im Bereich von etwa 100000. 

Als Ausgangsmaterlal flir die Herstellimg der neuen Praparatlon wlrd menschliches Zltratplasma ver- 
w ndet, welches alle Gerlnnungs faktoren In native r Form enthalt; femer konnen auch Plasm afraktlonen ver- 
55 w ndet werden, die nach Abtrennung des Faktor VHI (AHF) anfallen. wle z.B. eln PI asmaUber stand von 
Kryopraclpltat oder von Praclpltat I nach Cohn. 

Vorteilhaft erfolgt die Generlerung der Substanz FEEBA unter Elnhaltung elnes PR-Berelches von 5, 5 bis 
8, 5 und einer Temperatur von 0 bis 30OC. 

ZweckmUBlg werden hiebel die wasserunloslichen anorganischen gerlnnungsphysiologlsch-oberflachen- 
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aktiven Stoff in einer Menge von 0,05 bis 5%, vorzvigswelse 0,1 bis 1%, bezogen aufdleM ngedes Plas- 
mas, verwendet. 

Zur Behandlung des Plasmas kdnnen Stoffe einges tzt werden, die ziim Grofitell aus felntelllgem Sili- 
ciuindioKyd bestehen, z.B. Stoff aus d r Gruppe der Diatom nerden, wl Celit, od r Stoffe, die aus Sill- 
5 ciumdloxyd und Alumlnlumdloxyd zusammengesetzt slnd, z.B. Kaolin, A Ugemein slnd Stoffe geelgnet, dl 
als "oberflachenaktlv" im Gerinnungssystem bekannt slnd bzw. die durcb Ihre Oberflachenaktlvitat In d rLa- 
ge slnd, die Kontaktphase der Blutgerinnung einzulelten. Wahrend die durch diese Stoffe oberflfichenaktivier- 
baren Gerinnimgsfaktoren (Faktoren XI und XII) In Ihrer aktlvierten Form In dieser Stufe adsorbiert werden, 
blelben die Faktoren n, VH. IX, X zusammen mlt der generlerten Substanz FEIBA im Uberstand und konnen 

10 nacb Abtrennung der oberflachenaktlven, wasserunldslichen Stoffe unter Anwendung bekannter Metboden ab- 
getrennt bzw. angerelchert werden- FUr letzteren Schritt k5nnen z. B. schwacb basis che lonenaustauscher 
verwendet werden; Diathylamlnoathyl (DEAE)-Gruppen haltige, hochmolekul are Stoffe, z.B. DEAE gebunden 
an Cellulose oder quervernetzte Dextrane, haben slch besonders bewahrt. Durch Adsorption an die erwahn- 
ten lonenaustauscher, Waschung und Elutlon der adsorfjlerten Plasmaprotelne mlt erhiftiter lonenstarke kann 

15 die Protelnfraktlon, welche die FEIB-Aktivitat nun in gereinigter und angereicherter Form enthalt, Isoliert 
werden. Nach Entfemung der Salze durch Dialyse und anschlieBende Gefrlertrocknung erhalt man die robe, 
die FEEB-Aktivitat enthaltende Fraktion in trockener, stabiler Form. Aus dieser entsteht das fertige Prapa- 
rat durch Wiederauflosung in Wasser, Zusatz von Salzen, PH-Einstellung, Sterilfiltration und neuerllche Ge- 
fri rtrocknung. 

20 Untersuchimgen Uber die Eigenschaften der erfindungsgemaB hergestellten Praparationen brachten den 

Bewels. daB fur die FEIB-Aktivitat die Faktoren Ila (Thrombin) und Xa nichts beitragen. Thrombin in ^u- 
ren, wie es in der erfindungsgemaB hergestellten Preparation enthalten seln kann, ergibt keine VerkUrzung 
der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit von Faktor vm-Inhlbitorplasma. Auch Sojabohnen-Trypsinin- 
hlbltor - ein bekannter Inhibitor von Faktor Xa-Aktivitat - hemmt die FEIB-Aktivitat der Preparation nlcht. 

25 Auf Grund von gel chroma to graph is chen Untersuchungen hat slch ergeben, daB die neue Substanz ein hoberes 
Molekulargewicht aufweist als die bekannten Faktoren des Prothrombinkomplexes n, Vn, IX und X. Da fer- 
n r die aktivierten Faktoren des Prothrombinkomplexes durch enzymatische Abspaltung eines Bruchsttickes 
d s ntsprechenden nativen (nicht aktivierten) Gerinnungsfaktors entstehen, somit klelnere Moleklile ent- 
stehen als die Molekiile der entsprechenden nicht aktivierten Faktoren, ist mlt Sicherheit anzunehmen, dafi 

30 die FEIB-Aktivitat in den erfindimgsgemaB hergestellten Praparationen nicht durch einen aktivierten Faktor 
d s Prothrombinkomplexes bewirkt wird, sonde rn eben durch die neu generierte Substanz mlt hoherem Mo- 
lekulargewicht . 

Zur Kennzeichnungder neuen Substanz kann einerseits das Verhaltnis der Aktivitaten der Gerinnimgsfak- 
toren II, VII, DC und X zur FEEB-Aktivitat herangezogen werden: Dieses Verhaltnis, ausgedrUckt in Einhei- 

35 ten, llegt zwischen 0, 1 und 10, vorzugsweise zwischen 0, 5 und 2, wobei elne Elnheit Faktor II-VTI-IX-X der 
Aktivitat dieser Faktoren entspricht, die durchschnittlich in 1 ml frischem menschlichem Zltratplasma ent- 
halten 1st, und eine FEIBA-Einheit als jene FEIB-Aktivitat definlert ist, welche die aktivierte partielle 
Thromboplastinzeit eines hochtitrigen Faktor Vlll-Inhibitorplasmas auf die Halfte des Leerwertes verktirzt, 
Anderseits kann zur Kennzeichnung der neuen Substanz auch ihre amidolytische Aktivitat herangezogen wer- 

40 den. Unter amidolytischer Aktivitat versteht man die Fahigkeit einer Substanz, in standardisierten Peptld- 
verblndungen, die tiber eine Amidbindung mlt dem Chromophor p-Nitroanilin verbunden slnd, das p-Nltro- 
anilin abzuspalten, welches photometrisch bestimmt wird. Solche standardisierten Peptidpraparate werden 
z.B. von der Firma KABI in Schweden hergestellt; so sind das Peptld S-2160 N-Benzoyl-L-phenylalanyl-L- 
valyl-L-arginin-p-nltroanilid. HCl (Kurzform: Bz- Phe- Val - Arg- p - nitroanilld . H CI) flir Thrombin spezi- 

45 fisch, S-2222 N-Benzoyl-Ir-lsoleucyl-L-glutamyl-L-glycyl-L-arginyl-p-nitroanilld.HCl (Kurzform: Bz - He- 
Glu-Gly-Arg-p-nitroanilld.HCl) fUr Xa und S-2251 D-Valyl-L-leucyl-L-lysyl-p-nitroanilid. 2HCI (Kurzform: 
D-Val-I>eu-Lys-p-nitroanlUd.2HCl) fiir Plasmin. 

Testet man die erffndungsgemaB hergestellte Praparation gegeniiber den genannten Substraten, so flndet 
man elne vernachlassigbare geringe amidolytische Aktivitat. Anderseits wiirde ein Test eines Praparates 

50 mit einem Gehalt von Thrombin und/oder Faktor Xa, wenn man diese auf die gleiche FEIB-Aktivitat ein- 
stellt, die die erfindungsgemaB hergestellte Praparation zeigt, eine hohe amidolytische Aktivitat zelgen. 

Ein weiteres Merkmal der erflndungsgemafien Praparation ist auch darln zusehen, daB sle, wenn liber- 
haupt, nur elne geringe Thromblnaktivitat besitzt. Das Verhaltnis der Thrombinaktivltat zur FEEB-Aktivitat 
Uberstelgt 0. 02 nicht, wobei die Thrombin-Aktivltat In NIH-Einhelten (NIH = US-National Institute of Health) 

55 und die FEEB-Aktlvltat In FEEB-Elnheiten ausgedrUckt 1st. 

Das rflndungsgemaSe Verfahren und die Eigenschaften der danach hergestellten Praparationen slnd In 
den folgend n Belsplelen und Testergebnlssen naher erlautert: 

Belapl I 1: Frisch gefrorenes Plasma wird bel 0 bis +4oc aufgetaut xmd das dabel anfallen- 
de Kryopraclpltat durch Zentrlfugleren abgetrennt. Der Kryouberstand wird mit 0, 5 n Salzsaure auf PH V.O 
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gestellt, mlt 5 g Ka lln pro 1 I Kryotiberstand versetzt und bel +40C 1 h gerilhrt. HI rauf wlrd Kaolin durch 
Zentrifuglerea abgetrennt. Die gen rlerte Substanz FEIBA wlrd nun - zusammen mlt d n Faktor n d s 
Prothromblnkompl xes - an DEAE-Sephadex adsorblert. 

Zu dlesem Zwecke w rden 0, 5 g DEAE-Sephadex A-50 pro 1 I KaollnUberstand zuges tzt und Ine 1/2 h 
5 bel +40C gertthrt. Das DEAE-Sephadex wlrd abgetrennt; das tibersteh nde Plasma kann zur Gewlnnung von 
Gamma- Globulin \md Albumin verwendetw rden; DEAE-Sephadex wlrd elnem2fachen Wasctq)rozeB mlt einer 
Trlnatrlumcltrat-Natrlumchlorld-Losimg unterworfen, wobel eln pH-Wert von 7, 5 elngehalten wlrd. 

Zur Elutlon wlrd das DEAE-Sephadex mlt 3% Natrlumchlorld, 0, 1% Trlnatrlvimcltrat. 2H2O (2% dea ur- 
sprllngllchen Plasmavolumens) 20 mln gerUhrt und durch BlUratlon des Eluat gewonnen. Dieses wlrd Uber 

10 Nacht gegen 0,05% Trlnatriumcltrat. 2H^O, 0.1% Natrlumchlorid-LiJsung bel PH7.0bls+4OC dlalyslert, 
hlerauf elngefroeren und elnem ersten Lyophlllsatlonsvorgang unterworfen (bulk). Im bulk-Material wliddie 
FEIB-Aktlvltat sowle die Aktlvitat der Faktoren des Prothromblnkomplexes besttmmt. 

FUr die Herstellung der pharmazeutlsch anwendbaren Praparatlon mit FEIB-Aktlvltat soil das Verhalt- 
nis Elnhelten Faktor II-VII-DC-X zu FEIBA- Einhei ten zwischen 0,5 und 2 liegen; dies kann durch Mischung 

15 geelgneter bulk-Chargen erfolgen. Das bulk-Material wird mit destilUertem, pyrogenfreiem Wasser gelost. 
so daS die FEIB-Aktlvltat zwischen 10 und 50 FEIBA -Elnhelten pro ml betragt (vorllegendenfalls 25 FEIBA- 
Elnhelten pro ml). Nach Zusatz der notigen Salze zur Herstellung der Isotonic und Einstellimg des pff- zwi- 
schen 7. 0 und 7, 5 wird die Li)sung durch Membranfilter geklart tind zuletzt durch eln 0, 2 ^m Membranfilter 
sterllfiltriert. Die LSsung wird unter sterilen Bedingungen zu 20 ml in die Endbehalter verfUllt, tiefgefroren 

20 und lyophllisiert. 

Beisplel 2: Als Ausgangsmaterial dient wieder frisch gefrorenes Plasma bzw, der daraus resultie- 
rende Kryoiiberstand. Dem KryoUberstand we rden ohne pH-Stellung (nativer PH = 7, 8) lOgCelit 512 g pro 11 
Kryotiberstand zugesetzt und 3h bei +4^0 gerUhrt. Nach Abtrennung des Celits durch Zentrifugation wird die 
Aufarbeitung der Preparation mit der generierten Substanz FEIBA in gleicher Weise vorgenommenwie in 
25 Belspiel 1. 

AndenfertigenPraparationen wurdenneben den Ublichen Sicherheitstests auf Sterilitat, Unschadllchkeit, 
Pyrogenfrelhelt, Abweseiiheit von HBg-Antigen Tests auf Wirksamkeit (FEIB- Aktlvitat), Gehalt an 
Prothromblnkomplex- Faktoren, Thrombingehalt sowle die amidolytische Aktlvitat mit den 3 Substra- 
ten S-2160. S-2222 und S-2251 durchgefuhrt. 
30 Die vorgenommenen Tests wurden in nachfolgend beschriebener Weise durchgefUhrt, 
1. Wirksamkeitstest (Bestlmmung der FEIBA-Einheiten) . 

a) Reagenzlen: 

Faktor vm-Inhibitorplasma: 

Zitratplasmaeines Patlenten mit Haemophilie A mit einem Inhibitor gegen Faktor vm (Inhibitor- 
35 titer mindestens lOEinheitenperml), lyophllisiert. Wahrend der Testperiode wird das Inhibitor- 

plasma ins Elsbad gestellt. 
Phosphorlip id-Kaolin-Suspension: 

Das Phosphorllpid-Konzentrat(Tachostyptan, Hormon Chemle MUnchen) wird 1 : 200 imOwrens 
Puffer verdUnnt und mit 0, 5% Kaolin G/V <0, 5 g pro 100 ml) versetzt. Das Gemisch wird tiefge- 
40 froren gelagert. Wahrend der Testperiode wird es bei Raumtemperatur gehalten. 

Zitrat-/Kochsalzlosung als Verdiinnungsmittel fur Proben. 
0, 7% Natriumchlorid/0, 7% Natriimizitrat.2H20 m/20 Kalziumchlorid: 
Wahrend der Testperiode wird es bei 37oc gehalten. 

b) Testmethode: 

45 Nach Auflosung der zu untersuchenden Fraktion FEIBA Probe und eines FEIBA Stand ardprapara- 

tes mit definierten FEIBA -Einhei ten pro ml in der angegebenen Menge destillierten Wassers, 
werden unter Verwendung von Zitrat-/Kochsalzl6sung 6 geometrische VerdUnnungenhergestellt, 
wobeiman mit 5 FEIBA -Elnhelten pro ml beginnt. Diese Verdiinnungen werden wahrend der Test- 
periode in einem Elsbad gehalten. Die Reagenzlen werden auf folgende Weise in Glasrohrchen pi- 

50 pettiert: 

0, 05 ml Faktor VHI-Inhibltorplasma 

0, 05 ml Probe (Verdiinnungen der Test- 
proben und des Standards, so- 
wle auch Zitrat-ZKochsalzlb- 
55 simg als Leerwert) 



0, 05 ml Pb sphorllpid Kaolin Suspension 
6 mln bel 370C Inkubl ren 



0, 05 ml m/20 Kalzlumchlorld 

Dl Zeit von der Kalzlumchlorld zagabe bis zur CSerinnselblldung wlrd mlt elner Stoppuhr gemes- 
sen (Kippen der Testrblirchen oder Anwendung elnes automatlschen Koagulometers) . 

c) Berechnimg der FEIBA-Elnhelten pro Flasche: 

Es wlrd elne Elchkurve erstellt, Indem man die Gerlnnungszelten (In Sekunden) der VerdUnnun- 
gen des FEIBA-Standard-Praparates gegen die entsprechenden Konzentratlonen (In FEIBA-Ein- 
helten pro ml) auf doppelt logarltbmlsches Milllmeterpapler auftragt. Die FEIB-Aktivltaten der 
Tes^robenverdUnnungen werden unter Verwendung der Elchkurve und durch Multtpllkatton mlt 
dem entsprechenden VerdUnnungsfaktor erreehnet. Der Mlttelwert dleser Ergebnlsse entsprlcht 
der FEIB-AkUvltat der Testprobe, ausgedrUckt In FEIBA-Elnhelten pro ml. Multiplizlert man 
dlesen Wert mlt dem Lostmgsvolumen (in ml), dann erhalt man die Gesamtmenge der FEIBA- 
Elnhelten pro Flasche. 

Besttmmungder Aktlvltat der Gerlnnungsfaktoren H, VH, DC und X. 

A) Faktor II-Besttmmung: 

a) Reagenzlen: 

Serum: Blut elnes gesunden Renders (ohne Antikoagulans) wird 24 h bel 370C Inkubiert. Vom 
geronnenen Blut wird das Serum entfemt. zentrlfugiert, in Portionen aufgetellt und 
tlefgefroren aufbewahrt. 
Rinderoxalatplasma mlt Bariumsulfat absorbiert (als Quelle fur Faktor V und als VerdUn- 
nungsmittel fur Proben): Neun Telle Rinderblut werden mlt elnem Tell l,34%lgen Natrlum- 
oxalat vermischt. Das sich ergebende Plasma wird m it 10% BaHumsulf at absorbiert. Nach 
der Zentrlfugienaig wird das absorblerte Plasma in Portionen abgefulU und tiefgekUhlt aufbe- 
wahrt, 

"Ttromborel" (kalziumhaltiges. menschliches Thromboplastin) Behrlngwerke AG. Marburg- 
Lahn. 

b) Testmethode: 

Die Reagenzien (sie werden mit Ausnahme von Thromborel wahrend des Testvorganges in 
elnem Elsbad aufbewahrt), werden auf folgende Welse in Glasrohrchen plpettiert: 

0, 05 ml Serum 

0, 05 ml Probe (Relhenverdiinnungen der zu 
testenden Probe bzw. elnes "nor- 
malen Plasmas" oder elnes 
Standards) 

1 mln bei 370C inkubleren 

0, 2 ml Thromborel (1st wahrend des Test- 
vorganges auf 370c zu halten) 

Die Zeit ab der Zugabe von Thromborel bis zur Gerinnselbildung wird mit einer Stoppuhr ge- 
messen. 

c) Berechnung der Faktor II-Konzentration: 

Aus gepooltenPlasmaproben von mindestens 15 gesunden Spendern wlrd ein Standardplasma 
hergestellt. Dieses "Poolplasma" gilt als "normales Plasma" und seine Faktor n^ktivl- 
tat wlrd mit 100% angenommen. Nun wird eine Elchkurve erstellt, indem man die Ge- 
rlnnungszelten der Plasmareihenverdunnungen dieses gepoolten Plasmas (unverdUnnt. 1 : 2, 
1 : 4, 1 : 8. . . .) gegen die entsprechenden Konzentratlonen auf doppelt logarithmisches Milll- 
meterpapier auftragt. Die Faktor II-Konzentrationender Testprobenverdunnungen werden un- 
t r Verwendung der Elchkurve in Prozent des normalen Plasmas ausgedrUckt und mit dem 
entsprechend n VerdUnnungsfaktor multipliziert. Der Durchschnittswert dleser Ergebnlsse 
entspricht der Aktivitat des TeatmateHals in Prozent des Faktors H. Di Menge des In einer 
Flasche vorhandenen Faktors n wlrd nach der folgenden Form I berechnet: 
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Eiohelten ^ (% Faktor n-Konzentratton) x (Volmn n In ml) 
Faktor n " loo 



Eine Elnhelt Faktor H 1st equivalent zu j ner Faktor n-Aktivitat, die dxirchschnlttlich In 1ml 
frischem Zltratplasma vorhanden ist. 
B) Faktor VH-Bestimmimg 

a) R agenzien: 

Faktor Vn-Mangelplasma: Zltratplasma elnes Patlentenmitschwerem Faktor VH-Mangel (Fak- 
tor vn unter 1%), in tiefgefrorenem Zustand gelagert oder nach Zugabe von 1% Gewlcht/Vo- 
lumen HEPES lyophllisiert, mit elnem pij-Wert von 7, 0. 

Zitrlerte KochsalzlOsung als VerdUnnungsmlttel der Proben: 0. 7% Trlnatrlumzitrat . 2H O 
0,7%Natrlumchlorld. * 

"Itromborel" (Kalziumhaltlges humanes Thromboplastin) der Behrlng-Werke AG, Marburg/ 
Lahn. 

b) Testmethode: 

Das Mangelplasma und die VerdUnnungen der Probe werdenim Eisbad aufbewahrt. "Thrombo- 

rel" wird wahrend der Untersuchung bei 370C gelagert. 

Die Reagenzlen werden auf folgende Welse in Glasrohrchen plpettlert: 



0, 05 ml Faktor VU-Mangelplasma 

0, 05 ml Probe (RelhenverdUnnungen der 
zu testenden Probe, bzw. eines 
"normalen Plasmas" oder eines 
Standards) 

1 min inkubieren bei 370C 
0,2 ml "Thromborel" 



Die Zeit von der "Thromborel"- Zugabe bis zur Gerinnselbildung wird miteiner Stoppuhr ge- 
messen. 

0) Berechnungder Faktor VH-Konzentration: 

Die Berechnung der Faktor VH-Konzentration erfolgt in gleicher Weise wie fUr Faktor II be- 
schrieben. 
C) Faktor IX-Bestimmung: 

a) Reagenzien: 

Faktor DC-Mangelplasma: Zitratplasma eines Patienten mit schwerer Hamophllie B (Faktor 
DC unter 1%, In tiefgefrorenem Zustand gelagert. 

Phospholipid/Kaolin- Suspension: Phospholipid - Konzentrat (Tachostyptan. Hormon Che- 
mie MQnchen) wird 1 : 200 in Owren's Puffer verdunnt, mit Kaolin versetzt(0,5gperl00ml) 
und tiefgekUhlt gelagert. Rinderoxalatplasma, mit Bariumsulfat absorbiert. als Verdunnun^ 
mittel fUr Proben: 9 Teile Rinderblut werden mit einem Tell l,34%igen Natriumoxalat ver- 
mischt. Das slch ergebende Plasma wird mit 10% Bariumsulfat absorbiert. Nach dem Zen- 
trifugieren wird das absorbierte Plasma in Portionen abgefUllt und tiefgefroren aufbewahrt. 
m/20 Kalzlumchlorid 

b) Testmethode: 

Inkubatlon von Faktor DC-Mangelplasma mit Phospholipld/Kaolin-Suspenslon: Dleerforderli- 
che Menge von Mangelplasma wird mit elnem gleichen Volumen von Phospholipid /kaolin-Sus- 
pension vermlscht, 5 mln bei 370C inkubiert und dann 30 min in einem Eisbad gelagert. 
Die Reagenzien (sie werden mit Ausnahme von Kalzlumchlorid wahrend des Testvorganges in 
elnem Eisbad aufbewahrt), werden auf folgende Weise In Glasrohrchen plpettlert: 

0,2 ml Inkublerte Mangelplasma- Phospholipid/ 
Kaolin-Suspension 

0, 1 ml Probe (RelhenverdUnnungen der zu testen- 
den Probe bzw. eines "normalen Plas- 
mas" Oder eines Standards) 
1 mln bei 370C inkubieren 
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0, 1 ml m/20 Kalziumchlorld (Ist wfihrend des 
Testvorganges bel 370C zu halten) 



Die Zelt ab der Zugabe von Kalzlumchlorid bis zur GerUmselbildung wlrd mlt elner Stoppuhr 
gemess n. 

c) B rechnungd r Faktor DC-Konzentrattoii: 

Die Berechnung der Faktor DC-Konzentratlon erfolgt In glelcher Welse wle fUr Faktor H be- 
schrleben. 
D) Faktor X-Bestlmmung: 

a) Reagenzlen: v i 
Faktor X-Mangelplasma: ZUratplasma von einem Patienten mlt schwerem Faktor X- Mangel 
(Faktor X unter l9a wlrd tlefgekUhlt gelagert oder nach HlnzufUgung von 1% HEPES und Eln- 
stellen des pH-Wertes auf 7, 0 lyophlllslert. 

Zitrat-Kochsalzlosung als VerdUnnimgsmlttel fur Proben: 0, 7% Natriumchlorld/0, 7% Natrl- 
umzltrat. 2Hp 

"•niromborel" (kalzlumhaltlges, menschliches Thromboplastin), Behrlngwerke AG. Marburg/ 
Lahn. 

b) Testverfahren: 

Die Reagenzlen (sle werden mit Ausnahme von Thromborel wahrend des Testvorganges In 
elnem Elsbad aufbewahrt). werden auf folgende Welse In caasrahrchen plpettiert: 

0, 05 ml Faktor X-Mangelplasma 

0. 05 ml Probe (Relhenverdunnungen der zu testen- 
den Probe bzw. des "normalen Plasmas" 
Oder elnes Standards) 
1 min bel 370C Inkubleren 

0, 2 ml Thromborel (1st ^hrend des Testvor- 
ganges auf 37^0 zu halten) . 

Die Zelt ab der Zugabe von Thromborel bis zur Gerinnselblldung wlrd miteiner Stoppuhr ge- 
messen. 

c) Berechnimg elner Faktor X-Konzentration: 

Die Berechnung der Faktor X-Konzentration erfolgt In glelcher Welse wie fiir Faktor n be- 

schrleben. 
Thromblntest 

a) Reagenzlen: 

l^yge Flbrinogenlosimg menschlichen Ursp rungs 
Standardisiertes Thrombin (Topostasln, Roche. 
3000 NIH-Thrombin-Einhelten pro ftasche) 

0,7% Natrlumchlorld/0.7% Natrlumzitrat . 2li p 
als Verdunnungsmittel (Zltrat-/Kochsalz- 
losung) . 

b) Testmethode: 

Nach Auflosung des lyophllislerten Produktes in der angegebenen Menge destillierten Wassers 
wert3en sechs geometrische VerdUnnungen unter Verwendung von Zltrat-/Kochsalzlosung und acht 
geometrlsche VerdUnnungen vom standardisierten Thrombin hergestellt. wobei man mit 1 NIH- 
Elnheiten per ml beginnt. 
Testverfahren: 

0,2 ml l%lge Fibrlnogenlosung und 

0,2 ml Probe (Fraktlon FEEBA- und Throm- 

blnverdUnnungen, sowle auch eln Leer- 
w rt mlt Zitrat-/Kochsalzlosung) 

werden bel 370C Inkubi rt. Die Zelt bis zur Gerinns Iblldung wlrd durch Klppen der Testrblir- 
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ch n In Iminer grdB r werdend n Zeitabstitnden, u. zw. von 10 mln bis zu 1 b, gemessen. Dieser 
Vorgang erstr ckt slch auf mlndestens 6 h. Ein I tztes Kippen d r Rohrchen erf Igt nach d r In- 
kubatl n Uber Nacbt. Der Leerwert (Verdilnnungsmittel als Probe) muB Uber Nacht stabll blelben 
(kelne GerLnnselblldiing) . 

c) Berecbnung der Tbrombln-Konzentratl n: 

Es wlrd eine Eicbkurv rstellt, Ind m man di Gerlnnungszelten d r geom trlscb n V rdUnnun- 
gendesStandardtbrombins gegendieentsprecbende Konzentration (Tbromblnelnheiten pro ml) auf 
doppelt logarlthmlsches MlUlmeterpapler auftragt. Die Tbrombln-Konzentrationen derT stpro- 
benverdUmwmgen werden unter Verwendung der Elchkurve und durcb Multlpllkatlon mlt dem nt- 
sprechenden Verdtinnvmgsfaktor errecbnet. Der Mlttelwert dieser Ergebnlsse entsprlcbt der 
Tlirombln-Aktlvltat der Testprobe, ausgedrUckt In Tbromblnelnheiten pro ml, Multtpllzl rt man 
dlesen Wert mlt dem L<5sungsvolumen In ml, so erbalt man die Gesamtmenge der Ttirombln-Eln- 
helten pro Flasche. 

Bestlmmimg der amldolytischen Aktlvltat 

a) Heagenzlen: 

Cbromogene Substrate: 

S-2160: N-Benzoyl-L-phenylalanyl-L-valyl-L- 
arginln-p-nltroanllld . HCl 
(Kurzform: Bz-Phe-Val-Arg-p-nltro- 

anllld.HCl) 
0, 5 mg/ml H^O = 0, 7a m molar 

S-2222: N-Benzoyl-L-lsoleucyl-L-glutamyl-L- 
glycyl-L-arglnyl-p-nltroanilld , HCl 
(Kurzform: Bz-Ile-Glu-Gly-Arg- 

p-nltroanilid . HCl) 
1,4 mg/ml H^O = 1,91 m molar 

S 2251: D-Valyl-L-leucyl-L-lysyl-p-nitroani- 
lid . 2 HCl 

(Kurzform : D- Val- Leu-Lys -p-nitroanl- 

lid . 2 HCl) 
1, 65 mg/ml H^O = 2, 99 m molar 

Puffer: 

6.06 g"Tris" [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan] 
= 0, 05 molar 

10, 6 g Natrltunchlorid = 0, 18 molar 

Mit 1 I dest. Wasser losen, Der pH-Wert wlrd mlt konzentrierter Salzsaure auf 7,4 elngestellt. 

b) Testverfahren: 

1, 0 ml Puffer 

0. 1 ml Testprobe (Praparatlon enthaltend 
FEIBA) 

0.2 ml Substrat (S-2160 bzw. S-2222 bzw. 
S-2251) 

Dieses Gemlsch wlrd In elne auf 370C tempeHerbare KUvette (Schlchtdlcke 1 cm) gefUllt und In 
einem Photometer bel 405 mn die Zunahme der optlsch n Dlchte In Zeltlntervall n von 1 mln ge- 
m ssen. 

c) Ausw rtung: 

Aus mlndestens 5 Elnzelmessungen wlrd die durchschnlttllche Zunahme der optlsch n Dlchte pro 
Minute berechnet und mlt 1000 muUlpUzlert; dl s r W rt wlrd mlt AOD.loVmln bezeichnet und 
dlent zur Charakterlslerung der amldolytischen Aktlvltat (Enzymaktlvltat) der untersuchten Pro- 
be In bezug auf das jew lis ingesetzt Substrat. 
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Dividiert man nun die gemessenen AOD.lOS/min-Werte durch die Akttvltfit der Tes^robe In 
FEEBA-Einhelten pro 0.1 ml (elngesetzte Probenmenge) bzw. In Faktor H, VH. DC, X-Elnhelten 
pro 0. 1 ml, s erglbt slch elne fUr die JeweiUge Testprobe - unter den erwfihnten Testbedingun- 
gen - charakteristlsche "epezlflsche amidolytlsche Akttvltat". d.h, der auf lElnheit FEIBAbzw, 
5 1 Elnheit Faktor n, vn, EX. Xbezogene AOD,10Vmin-W rt. 

me nach den Beisplelen 1 und 2 hergestellten Praparati nen zeigten bel den in der beschrlebenen Welse 
dxirchgefUhrten Tests die in der Tabelle angegebenen Eigenschaften. 



Tabelle 





Beispiel 1 


Beispiel 2 


AbfUll- bzw. AuflSsungs- 
volumen 


20 ml 


20 ml 


FEIBA-Einheiten pro Flasche 


470 


280 


Faktor II-Elnheiten pro Flasche 
Faktor vn-Einhelten pro Flasche 
Faktor K-Elnheiten pro Flasche 
Faktor X-Einhelten pro Flasche 


610 (1.30) 
520 (1,11) 
700 (1,49) 
540 (1,15) 


240 (0. 86) 
260 (0,93) 
•300 (1,07) 
210 (0,75) 


Thrombin NTH-Einheiten pro Flasche 


1,4 (0,003) 


1,0 (0,004) 


Amidolytische Aktlvltaten 
(AOD.103/mln) 






S-2160 
S-2222 
S-2251 


1 (0.43) 

3 (1.28) 

4 (1,70) 


1 (0.71) 
2,5 (1.79) 

2 (1.43) 



Die Zahlen in Klammer geben das jeweilige Verhaltnis zu den FEIBA-Einheiten an. Bei den amidolytl- 
10 sch n Aktivitfiten ist die Zahl in Klammer die "spezifische amidolytische Aktivitat", d.h. der jeweilige 
AODa03/min-Wert pro elne im beschrlebenen Testsystem elngesetzte FEIBA-Elnheit. 



PATENTANSPRUCHE : 



1. Verfahren zur Herstellimg elner blutgerinnimgsfbrdemden Praparation aus menschlichem Blutplas- 
ma. welche elne nexie blutgerlnnungswirksame Substanz. genannt "FEIBA". enthalt, dadurch gekenn- 
z Ichnet. daB menschliches, Zitrat-Ionen enthaltendes Plasma in Abwesenhelt von freien Kalzlimilonen 

15 mit wasserunloslichen anorganischen gerlnnungsphysiologlsch-oberflachenakttvenStoffen, wieKleselgel oder 
Kaolin, behandelt wird, wobel die neue Substanz generfert wlrd. anschlieflend die wasserunloslichen Stoffe 
abgeschieden werden und dann der Uberstand In an slch bekannter Welse mlt basischen lonenaustauschem, 
wi Diathylaminoathyl-Gruppen haltlgen hochmolekularen Stoffen, behandelt wird, wobel die Substanz FEIBA 
zusammen mlt den Faktoren H-Vn-DC-X daran adsorblert wird, worauf diese elulert und konzentriert wer- 

20 den. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch geke nnzei ch ne t , daB die Gene He rung der Substanz 
FEIBA imter Einhaltung elnes pH-Berelches von 5, 5 bis 8. 5 und elner Temperatur von 0 bis 30OC erfolgt. 

3. Verfahrennach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzelchnet , dafi die wasserunlbslichen an- 
organischen gerinnimgsphyslologisch-oberflachenaktlven Stoffe In einer Menge von 0,05 bis 5%. vorzugswei- 

25 se 0,1 bis 1%. bezogen auf die Menge des Plasmas, verwendet werden. 



Druck: Ing. E, Voytjech, Wlen 



